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RESUMO

O glifosato é o agrotéxico de maior risco potencial para a salde humana por ser 0 mais
comercializado no mundo, no Brasil e no Piaui. Baseando-se nessa realidade, este estudo teve
como objetivo avaliar a contaminacdo de leite materno pelo agrotéxico glifosato em puérperas
atendidas em maternidades publicas do Piaui. Adotou-se um desenho de estudo correlacional
descritivo e de corte transversal aplicado nos municipios de Teresina com 164 participantes,
Oeiras com 27 e Urucui com 13 participantes. Foi desenvolvido um método de analise
laboratorial das amostras de leite materno aplicado a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a fotodiodo de detec¢do por radiacdo ultravioleta, mediante a reacdo de
derivatizagdo do glifosato e seu metabdlito &cido aminometilfosfonico pelo cloroformato de
9-fluorenilmetila. Apds testes experimentais 0 método escolhido para a analise das amostras
de leite materno foi o gradiente isocratico com uso do solvente acetronitrila a 10%. Foi
testado em triplicata e ao passar pelo detector foi demonstrada a presenca do glifosato e do
acido aminometilfosfénico em picos cromatogréficos na faixa de 263 nandmetros(nm), com
coeficiente de correlacdo(r) igual a 0,9993 que originou a construcdo da curva de calibracéo e
a confirmacdo de sua eficiéncia e linearidade. A analise das amostras de leite materno limitou-
se a deteccdo das duas substancias. Analisou-se 62,5% das amostras coletadas em Oeiras e
Urucui, detectando-se presenca de glifosato ou acido aminometilfosfénico em 64% delas. Ao
desagregar por municipio, comprovou-se contaminacdo em 46,1% e 83,4% das amostras
analisadas provenientes de Oeiras e Urugui, respectivamente. Conclui-se que foi alta a
contaminacdo do leite materno pelo agrotéxico glifosato, comprovando-se sua gravidade e
importancia enquanto fator de risco a satde da mulher e da crianga.

Palavras-Chave: Leite Materno, Contaminacgdo, Agrotoxico, Herbicida.



LIMA, I. P. Evaluation of the contamination of maternal milk by glyphosate agrotoxic in
puerperas attended at public maternity hospitals in Piaui. 2017, 66p. Master Thesis. Post-
Graduation Program in Women's Health — CCS/UFPI.

ABSTRACT

Glyphosate is a herbicide with the greatest potential risk to human health because it is the
most commercialized in the world, in Brazil and in State of Piaui. Based on this reality, this
study aimed to evaluate the contamination of maternal milk by glyphosate agrotoxic in
puerperas attended at public maternity hospitals in Piaui. We adopted a descriptive
correlational study of cross-sectional applied in the municipalities of Teresina with 164
participants, Oeiras with 27 and Urugui with 13 participants. We developed a method of
laboratory analysis of the samples of breast milk applied to the technique of high-performance
liquid chromatography coupled photodiode detector array, through the derivatization reaction
of glyphosate and its metabolite aminomethylphosphonic acid by 9-fluorenylmethyl
chloroformate. After experimental tests the chosen method for the analysis of the samples of
breast milk was the isocratic gradient using the acetonitrile solvent to 10%. It was tested in
triplicate and when passing through the detector we verified the presence of glyphosate and
aminomethylphosphonic acid in chromatographic peaks in the range of 263 nanometers (nm),
with correlation coefficient (r) equal to 0.9993, which led to the construction of the calibration
curve and confirmation of its efficiency and linearity. Analysis of breast milk samples was
limited to the detection of both substances. A total of 62.5% of the samples collected in
Oeiras and Urucui were analyzed, where we detected presence of glyphosate or
aminomethylphosphonic acid in 64% of them. When disaggregating by municipality,
contamination was verified in 46.1% and 83.4% of samples analyzed from Oeiras and Urugui,
respectively. We concluded this study showing the high contamination of the breast milk by
glyphosate agrotoxic, proving its severity and importance as a risk factor for the woman's
health.

Keywords: Breast Milk, Contamination, Agrotoxic, Herbicides.



“Primeiro o agrotdxico vai para os alimentos. Ele vai para a planta e depois ele vai
sair para os grdos. Uma parte vai para a agua, atinge o lencol freatico e depois sai
na agua que a gente estd bebendo. Uma parte evapora, vai para o ar e atinge
quilémetros de distancia. Outra parte, inclusive, condensa na chuva, vai para outros
animais, quer dizer, contamina o solo. Nos humanos, vai para 0 sangue e a urina,
vai para o tecido gorduroso”.

Médico e Professor Wanderley Pinhatti
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1 INTRODUCAO

O acelerado crescimento econdmico brasileiro na area de agricultura traz consigo o
uso em larga escala de agrotdxicos para preservar os plantios contra a acdo danosa de seres
vivos animais e vegetais, a ponto de titular o Brasil como o pais maior consumidor mundial
desses produtos (ABRASCO, 2015; BRASIL, 2012; LONDRES, 2011; PALMA, 2011).
Mesmo sendo a agricultura o maior campo de aplicacdo, outras atividades sdo também
consumidoras de agrotéxicos como a agropecuaria, a producdo industrial, as madeireiras, a
silvicultura, o manejo florestal, a preservacao de estradas, a saide publica, o controle de algas,
a desinsetizagéo e a desratizacao.

Recente relatério divulgado pelo Ministério da Saude sobre Populagbes Expostas a

Agrotoxicos (BRASIL, 2016), numa série historica de sete anos demonstra tendéncia de
crescimento do bindmio consumo de agrotdxico e area de cultivo agricola. Em 2007 o
consumo de agrotoxico em quilograma (kg) por hectare (ha) plantada foi de 10,32 kg/ha,
elevando-se para 16,44 kg/ha no ano de 2013.
Ao correlacionar consumo de agrotoxicos com a populacéo residente dos dois anos referidos,
constatou-se que 0 consumo per capta de agrotoxico (kg) por habitante (hab) ano dobrou em
sete anos, passando de 3,49 em 2007 para 6,09 kg/hab/ano em 2013, e como impacto na saude
0 Brasil notificou neste dltimo ano 12.534 casos de intoxicagdo por agrotoxicos, com
incidéncia de 6,23 casos por cem mil habitantes, admitindo-se ainda possivel de
subnotificacdo, vez que para cada caso notificado 50 deixam de ser notificados (ABRASCO,
2015). Tal incidéncia assemelha-se as de outras doencas notificadas no mesmo ano em outras
unidades da federacdo, como os casos de meningite notificados na regido Nordeste que
apresentou incidéncia de 6,4 casos por cem mil habitantes, e a hepatite no Piaui que atingiu
incidéncia de 5,6 casos por cem mil habitantes (BRASIL, 2017).

Dentre os estados mais comercializadores de agrotoxicos no ano de 2013 consta 0
Piaui na décima quarta posicdo no hanking nacional com 10.126.913 kg comercializados, com
média consumida de 6,73 kg/ha (BRASIL, 2016). Com base nos produtos vendidos e a
populacdo residente neste mesmo ano, obteve-se relacdo de consumo per capta de 3,18
kg/hab/ano.

No que se refere as competéncias para registro e regulacdo de Ingrediente Ativo (1A)
presentes nos agrotdxicos, os ministérios da salde, do meio ambiente e da agricultura
assumem distintas responsabilidades inerentes a cada misséo institucional (BRASIL, 2002). O
Brasil registra mais de 400 1A e 2.700
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formulagdes de agrotoxicos agrupados em categorias segundo nivel de toxidade e de acordo
com suas monografias (ABRASCO, 2015).

No Estado do Piaui o registro de comercializacdo de agrotoxicos € de
responsabilidade da Agéncia de Defesa Agropecuaria (ADAPI), e o controle de cadastro €
feito por municipio e pelo nome comercial do produto. De acordo com o banco de dados desta
instituicdo no ano de 2014 foram cadastrados 623 produtos, destes s6 com o nome glifosato
foram cadastradas 11 formulacdes (PIAUI, 2014).

No contexto dos agrotéxicos o glifosato tem liderado o mercado mundial da
categoria de herbicidas com 60% das vendas de todos os ingredientes ativos (lAs)
(AMARANTE JUNIOR et al, 2002; SOUZA et al, 2006). Tal lideranga se confirma também
no mercado brasileiro onde este produto responde por 33,6% dos agrotdxicos comercializados
(BRASIL, 2016).

No Piaui, segundo dados divulgados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), a comercializacédo do glifosato nos ultimos anos
tem representado cerca da metade de todos os agrotéxicos (BRASIL, 2015).

Em meio ao cenario agricola de crescente consumo de agrotdxico, encontra-se a
populacéo trabalhando, consumindo, vivendo ou em circulagdo no entorno de areas de manejo
desses produtos. Tal situacdo configura exposicdo humana a agrotdxico, podendo implicar
variados efeitos danosos e sistémicos a saude, sendo um deles o sistema endécrino, podendo
atingir o organismo pelas vias dérmica, respiratéria e oral (BRASIL, 2012).

Uma vez instalado no sistema enddcrino em periodo gestacional ou puerperal, 0
agrotoxico pode causar mdaltiplas consequéncias a salude da mulher, assim como para a
crianca amamentada, vez que é excretado também pelo leite materno (PALMA, 2011).

Segundo relatério publicado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS, 2010), as
complicacdes decorrentes de exposicdo a agrotoxicos para a saude humana compreendem:
alergias; distarbios gastrintestinais, respiratérios, endécrinos, reprodutivos, neurolégicos,
neoplasias, suicidios e mortes acidentais, tendo como grupos de maior vulnerabilidade os
trabalhadores, criancas, gestantes, lactentes, idosos e pessoas com problemas de saude, cujas
manifestacdes podem ocorrer de forma aguda ou crénica (BRASIL, 2012).

Diversas pesquisas tém sido realizadas sobre complicagdes por agrotoxicos
relacionadas a saude da mulher. Palma (2011) analisou dez substancias em amostras de leite
materno de 62 puérperas residentes no municipio de Lucas do Rio Verde-MT, todas

contaminadas por agrotoxicos e 85% delas foram constatadas mais de uma substancia toxica.
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Pesquisas internacionais tém priorizado os efeitos de pesticidas organoclorados na
salde humana decorrente no tratado de Estocolmo realizado em 1991, onde 92 paises se
comprometeram a eliminar ou reduzir a circulacdo de dez substancias quimicas consideradas
poluentes organicos persistentes (POP), por serem considerados de lenta degradacdo na
natureza (BRASIL, 2015a).

Este estudo destaca algumas pesquisas internacionais sobre presenca de Pop em leite
humano: Bergkvist et al. (2012) coletaram no ano de 2011 e analisaram 72 amostras de leite
de puérperas residentes na zona rural de Matlab, Bangladesh; Fujii et al. (2012) coletaram no
periodo de 2007 a 2009 e analisaram 70 amostras de leite de puérperas provenientes da China,
Coréia e Japdo; Croes et al. (2012) coletaram nos anos de 2009-2010 e analisaram 84
amostras de leite de puérperas residentes na zona rural de Flanders, Bélgica; Song et al.
(2013) coletaram no periodo de 2009 a 2011 e analisaram 48 amostras de leite de puérperas
residentes Pequim; Mannetje et al. (2013) coletaram no periodo de 2007-2010 e analisaram
39 amostras de leite de puérperas residentes nas zonas rural e urbana de Nova Zelandia; Bedi
et al. (2013) coletaram nos meses de novembro e dezembro de 2011 e analisaram 53 amostras
de leite de puérperas que realizaram parto em uma maternidade de Punjab, india; Rojas-
Squella et al.(2013) coletaram e analisaram 32 amostras de leite de puerperas participantes de
Programas de amamentacao e crescimento no Hospital Fontibén em Bogotéd, Colémbia. Em
todos estes estudos foi constatada presenga de uma ou mais substancia toxica, em niveis
acima dos estabelecidos.

Embora evidéncias cientificas de contaminacdo do leite materno por agrotoxicos, a
importancia do aleitamento materno a crianca permanece preservada, sendo recomendado
como alimentacdo exclusiva nos primeiros meses de vida por favorecer o bom
desenvolvimento do estado nutricional, a prevencdo de diversas doencas e a reducdo
mortalidade infantil (BRASIL, 2015b).

O processo de produgdo de leite materno tem trés fases: a primeira denominada
lactogénese | que inicia na gravidez quando a mama comega a ser preparada sob acdo de
diversos hormonios; a lactogénese fase Il acontece a partir do nascimento da crianca até o
quarto dia do pds-parto e se caracteriza pela descida do leite dos alvéolos para 0 mamilo. A
ltima fase é denominada galactopoiese que compreende todo periodo de lactacdo. O leite
produzido nos primeiros dias é denominado colostro, rico em proteinas e menos gorduroso
que o leite normal que é formado a partir do sétimo dia (BRASIL, 2015b; PORTUGAL,
2012).
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A anotomia da mama é formada por gordura e tecidos de sustentagdo que envolve 0s
alvéolos em quantidade variada que reflete no tamanho do seio de cada mulher, embora a
producdo de leite independa da quantidade de tecido glandular. A mulher ao amamentar
provoca o surgimento de estimulos sensoriais que vao do mamilo ao cérebro, este através da
hipofise segrega prolactina que circula através do sangue para a mama fazendo as células
secretoras dos alvéolos produzir leite (PORTUGAL, 2012). O tecido gorduroso pode servir de
repositorio dos agrotoxicos instalados no organismo da mulher e ao circular pelas veias
sanguineas pode comprometer os eritrocitos, causar lise na membrana placentaria e
comprometer o feto (BATISTA, 2006; RODRIGUES, 2009; PALMA, 2011).

A composicdo da mama com tecido gorduroso, a receptividade deste & acumulacao
de agrotdxicos pela via sanguinea por onde também circula a prolactina que comanda a
producéo de leite pelos alveolos, evidencia a possibilidade do leite materno ser contaminado
por estas substancias toxicas, vez que estas podem ser excretadas do organismo humano pelo
leite materno (PALMA, 2011, PORTUGAL, 2012).

Em termos de intervencdes pelo poder publico de salde, poucas iniciativas tém sido
efetivadas, quer de promocdo, quer de cuidado a salde da populacdo frente a este fator de
risco, as doencas dele decorrentes e/ou a morte (BRASIL, 2012). A Secretaria estadual de
salide do Piaui tencionou monitorar a presenca de agrotoxicos em leite materno (PIAUI,
2013), porém sem concretizacdo por questdes estruturais para a oferta deste servico, auséncia
de metodologia de analise e de laboratorio, fato que estimulou a realizacdo deste estudo.

Como vertente de estudo, optou-se avaliar a contaminacdo do leite materno pelo
produto de maior comercializagdo no Estado do Piaui que é o herbicida glifosato e seus sais
derivados, tanto pela relacdo direta maior oferta, maior o risco de exposicdo da populagéo,
como pelo potencial deletério a satde da populacdo, podendo causar varias doencas, inclusive
o cancer (BATISTA, 2006; BRASIL, 2015¢c; IARC, 2015).

Para conhecer a dimensdo deste fator de risco na salde da mulher, avaliou-se a
contaminacdo do leite materno pelo agrotoxico glifosato em puérperas atendidas em
estabelecimentos pablicos do Piaui, expressando por meio dos achados as respostas para as
seguintes perguntas de pesquisa: “existe contamina¢do do leite materno pelo agrotoxico
glifosato?”, e “sendo confirmada a contaminacao do leite materno por esta substancia, como
se comporta sua distribuicao?”. Para encontrar os elementos de respostas, necessitou-se
desenvolver um método analitico laboratorial compativel com a técnica de separacdo de

misturas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) existente no laboratorio de
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geoquimica orgénica (LAGO) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), em colaboragdo com
pesquisadores deste laboratorio mencionados nos agradecimentos.

A CLAE ¢é uma das técnicas de cromatografia liquidas mais usadas em laboratorio
para a separacdo de misturas presentes em uma amostra pela capacidade de separar,
identificar e quantificar compostos quimicos de forma répida, eficiente e com resolucgdo sob
alta pressdo (COLLINS, 1997). Esta técnica é constituida pelos seguintes elementos criticos: a
coluna que proporciona a separacdo dos compostos quimicos por interacdo das substancias
com a fase solida que preenche a coluna também conhecida como fase estacionaria; o eluente,
mistura de solventes que interage com o analito de interesse e arrasta-lo através da fase movel
com o fluxo de eluigdo constante a fim de garantir a reprodutibilidade do método de analise.

O estudo demonstrou a dimensdo da contaminacdo do leite materno pelo agrotoxico
glifosato em municipios do Piaui, podendo servir de instrumento para a tomada de decisfes
pela gestdo do sistema de salde, tanto na aplicacdo do método de andlise desenvolvido na
rotina do servico de salde, como para a vigilancia e atencéo a saude da mulher e da crianca

exposta a este fator de risco.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a contaminacdo de leite materno pelo agrotoxico glifosato em puérperas

atendidas em maternidades publicas do Piaui.

2.2 ESPECIFICOS

Caracterizar as participantes da pesquisa quanto aos aspectos sociodemograficos e
econdmicos;

Desenvolver método de deteccdo e quantificacdo do agrotoxico estudado nas
amostras de leite materno, e

Quantificar o agrotoxico glifosato no leite de puérperas atendidas em maternidades

publicas de satde do Piaui.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 AGROTOXICOS E SUAS CONSEQUENCIAS PARA A SAUDE HUMANA

Os agrotoxicos enguanto substancias toxicas aplicadas no meio ambiente tém se
tornado importante fator de risco a saude humana (ABRASCO, 2015; BRASIL, 2015c;
LONDRES, 2011; PALMA, 2011), e como 0 meio ambiente € 0 espaco onde as pessoas
vivem e trabalham, além de fator de risco se constituem também como um dos determinantes
sociais em salde (BUSS e PELLEGRINI FILHO, 2007; MENDES, 2011).

O consumo de agrotoxico no Brasil teve sua expansdo apoiada no processo de
desenvolvimento econdmico a partir dos anos 70 (BRASIL, 2010; LONDRES, 2011,
PALMA, 2011), mantendo-se em tendéncia crescente com predominio na agricultura, sendo
consumido também em outras atividades como na saude publica, em uso veterinario, dentre
outros (ABRASCO, 2015; BRASIL, 2012).

No campo da saude publica, a metodologia orientada pelo Ministério da Salude para
combate aos mosquitos transmissores das doengas vem sendo criticada por ser considerada
ineficiente, ultrapassada e de risco para adoecimento da populacdo, em especial as gestantes e
uma das hipoteses de fatores causadores da recente epidemia de microcefalia em criancas
(ABRASCO, 2016).

O marco regulatdrio brasileiro relacionado a agrotoxico encontra-se apoiado na Lei
7.802 (BRASIL, 1989), regulamentada pelo Decreto federal n°® 4.074 (BRASIL, 2002) e
dentre as definicdes de responsabilidades institucionais, compete ao Ministério da Saude
através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a responsabilidade pela
classificacdo dos agrotdxicos segundo concentracdo de toxicidade em dose letal (DL) para o
ser humano estabelecido pela Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS), conforme
Quadro 1:
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QUADRO 1 — CLASSIFICACAO DE AGROTOXICOS SEGUNDO CONCENTRAGAO DE TOXICIDADE
LETAL PARA O SER HUMANO.

GRUPO DLy Dose capaz de matar uma | Cor do rétulo
CLASSE (mg/kg de peso vivo) | pessoa adulta do produto
| Extremamente toxico <50 1 pitada - algumas gotas Vermelho
1 Altamente toxico 50 - 500 Algumas gotas - 1 colher | Amarelo
de cha
11 Moderadamente toxico 1 colher de cha - 2 |Azul
500 — 5000 colheres de sopa
v Pouco toxico 5000 ou + 2 colheres de sopa - 1 copo | Verde

FONTE: OPAS (1996)

Considera-se dose letal a concentracdo de substancia capaz de matar uma pessoa
adulta (OPAS, 1996). Tal entendimento € criticado em estudo mais recente sobre a concepcao
de dose letal como faixa de seguranga para humanos, por considerar que uma pessoa ao
ingerir agrotoxico até o limite de DL estabelecido em cada classe/grupo pode nao morrer de
forma subita, mas evoluir de forma gradativa ja que todos os agrotdxicos causam dano a
salde humana independente da classificagdo toxicologica (ABRASCO, 2015).

Os agrotoxicos sdo classificados também quanto a grupo quimico em:
organofosforado, organoclorado, carbamato, piretroide, triazina, e outros (BRASIL, 1989).
Tal classificacdo serve de base para direcionamento de condutas de cuidado a pessoas
acometidas de intoxicacdo. Quanto a finalidade de combate as pragas, 0s agrotoxicos se
classificam em praguicida, fungicida, herbicida, raticida, acaricida, molusquicida, nematicida
e fundgante (OPAS, 1996; ABRASCO, 2015).

Quanto aos efeitos sobre a saude humana, os agrotoxicos podem causar doencas e
mortes na populacédo, podendo estas se manifestar de forma aguda e/ou cronica. Por sua vez,
tanto os profissionais como os servi¢os de salde carecem de preparo para a deteccdo e manejo
adequados, implicando em importante subnotificacdo de casos, com estimativa de para cada
caso notificado, 50 deixam de ser notificados, mascarando seu real impacto na saude humana
(ABRASCO, 2015; BRASIL, 2012; PALMA, 2011). Entre os efeitos destacam-se:
infertilidade, impoténcia, abortos, malformacdes, neurotoxicidade, desregulacdo hormonal,

efeitos sobre o sistema imunoldgico e cancer (BRASIL, 2015c).
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3.2 O GLIFOSATO ENQUANTO AGROTOXICO DE MAIOR FATOR DE RISCO
POTENCIAL PARA A SAUDE HUMANA

O glifosato € o agrotdxico mais vendido no mundo, no Brasil e no Piaui, sendo
produzido em variadas formulagdes e registrado em mais de cem paises (LONDRES, 2011,
RODRIGUES, 2009) e no Brasil ¢é registrado para uso em 26 culturas distintas (BRASIL,
2010). De acordo com o indice monogréafico € classificado em classe toxicolégica 1V, grupo
quimico glicina substituida e classe/acdo herbicida, podendo ainda ter em sua formulacao trés
tipos de sais: glifosato - sal de isopropilamina (glyphosate-isopropylammonium) de
classificacdo toxicologica IV, Glifosato - sal de potassio (glyphosate-potassium) de
classificacdo toxicologica I, e o Glifosato - sal de aménio (glyphosate-ammonium) de
classificacdo toxicoldgica IV. E identificado pela formula bruta Cs;HgNOsP e formula

estrutural mostrado na Figura 1.

De acordo com dados disponibilizados pelo 0 0
IBAMA (BRASIL, 2015), de todos os IAs o ” OH
glifosato lidera a comercializacdo no Brasil, na H P/
regido Nordeste e no Piaui, conforme demonstrado HO \/ \OH
na, conforme Quadro 2. FIGURA 1. FORMULA ESTRUTURAL DO

GLIFOSATO (BRASIL, 2015d)

QUADRO 2 - INGREDIENTES ATIVOS (IA) COMERCIALIZADOS, BRASIL, NORDESTE E PIAUI, 2009 A 2013

ABRANGENCIA RESULTADO DE COMERCIALIZACAO ANO DE COMERCIALIZACAO
(em tonelada) 2009 2010 2011 2012 2013
Total de IA 300.349,70| 384.501,28| 422.242,26| 477.792,44| 495.764,55
BRASIL Glifosato 118.484,57| 134.117,29( 131.898,001 187.777,18| 184.967,70
Percentual de Glifosato comercializado 39,45 34,88 31,24 39,30 37,31
Total de IA 15537,11| 27.883,84| 33.097,97 38.270,14|  39.990,27
NORDESTE Glifosato 6.498,45| 11.811,84| 1451553 9.020,99 16.890,28
Percentual de Glifosato comercializado 41,83 42,36 43,86 23,57 42,24
Total de IA 1.291,12 2.454,66 3.332,24 4.372,46 4.358,78
PIAUI Glifosato 736,33 1.443,46 1.954,69 2.616,02 2.179,91
Percentual de Glifosato comercializado 57,03 58,80 58,66 59,83 50,01

FONTE: O Autor (2017), adaptado de BRASIL (2015).

Os agrotdxicos, mesmo aqueles pertencentes a classe 1V de baixa toxicidade como é
0 caso do glifosato, pode provocar lise na membrana celular, comprometer o metabolismo e
os eritrécitos humanos e causar efeitos danosos a satde humana de forma tanto aguda, como
crénica, incluindo aborto (BATISTA, 2006; RODRIGUES, 2009).
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No organismo da mulher a mama se constitui um local receptivo a acumulacéo de
agrotoxico a partir da formacéo anatémica constituida por tecido gorduroso (BRASIL, 2015b;
PORTUGAL, 2012). Uma vez instalado e em combinacdo com a formacéo do leite materno
na fase gravidez/puerpério, constitui-se em risco tanto para a saude da mulher, como da
crianga em fase de amamentagdo (PALMA, 2011; ABRASCO, 2015). Dessa realidade, o
Brasil e 0 Mundo tém desenvolvido estudos voltados para a presenca de agrotdxicos em leite
materno (PALMA, 2011; BERGKUIST et. al., 2013; CROES et. al., 2012; FUGII et. al.,
2012; BEDI et. al., 2013; MANNETJE et al., 2013; ROJAS-SQUELLA et. al., 2013; SONG
et. al., 2013.

Para a realizacdo deste estudo, compatibilizou-se a estrutura laboratorial existente na
UFPI com as técnicas de separacdo e identificacdo de compostos quimicos existentes,
decidindo-se pela Técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), (COLLINS,
1997).

O glifosato e seu principal metabolito acido aminometilfosfonico (AMPA) por ser
constituido de estrutura quimica ibnica, é incapaz de absorver radiacdo ultravioleta em
comprimento de 290 nandmetros (nm) necessario para ser detectado em CLAE, sendo
necessario desenvolver um método de analise cromatografica através de reacdo de
derivatizagdo com o uso do composto quimico cloroformato de 9-fluorenilmetila (FMOC)
(KHROLENKO e WIECZOREK, 2005).
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4 MATERIAL E METODO

4.1 DESENHO DE ESTUDO

Trata-se de um desenho de estudo correlacional descritivo e de corte transversal para
avaliar a presenca e os limites de quantificacdo da contaminacdo do leite materno de
puérperas residentes no Piaui pelo agrotdxico glifosato.

O estudo correlacional descritivo se caracteriza por descrever variaveis e as
correlaces que ocorrem entre elas (SOUSA, V.; DRIESSNACK, M.; MENDES 1, 2007). E
também considerado de corte transversal por investigar a situacdo de saude de uma populacao
a partir de avaliagdo individual que, uma vez agregados, permite a producdo de indicadores
globais (ALMEIDA FILHO, 2003). Caracteriza-se ainda pela instantaneidade ou curto tempo

de aplicacao.

4.2 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvido na populacdo de puérperas residentes no Estado do Piaui
que se encontravam amamentando no periodo de 28 de novembro de 2016 a 13 de fevereiro
de 2017 que realizaram partos em um dos seguintes estabelecimentos de salde: Maternidade
Dona Evangelina Rosa (MDER) situada em Teresina; Hospital Regional Deolindo Couto
(HRDC) situado na cidade de Oeiras, e Hospital Regional Dirceu Arcoverde (HRDA) situado
na cidade de Urugui.

A opcao por estes locais de estudo foi baseada em um plano estadual de vigilancia de
populacdes expostas a agrotoxico elaborado pela SESAPI (PIAUI, 2013), onde os municipios
prioritarios foram definidos com base em areas de cultivo agricolas, agregados por territrios
de desenvolvimento (PIAUI, 2007). Por este plano o municipio de Urucui enquanto sede do
territorio de desenvolvimento Alto Parnaiba foi a regido com maior area de cultivo agricola,
enguanto o municipio Oeiras sede do territorio de desenvolvimento Vale do Rio Canindé foi a
regido com menor area de cultivo agricola. Dessa realidade resolveu-se desenvolver esta
pesquisa nas maternidades situadas nos dois extremos de areas de cultivo agricola do Piaui,
incluindo-se ainda a MDER por ser a unica maternidade de referéncia do Piaui para

procedimentos de alto risco gravidico-puerperal.



26

4.3 POPULACAO E AMOSTRA

A populacdo do estudo foi constituida por puérperas residentes no Estado do Piaui
que se encontrava em periodo de amamentacdo. Para efeito deste estudo, considerou-se
puérpera a mulher em fase de pds-parto, incluindo-se puerpério remoto (REZENDE, 2005).
Adotou-se para a defini¢do da populacdo a quantidade de partos com Nascidos Vivos (NV)
captados pelo sistema de informacdo de nascidos vivos (SINASC) no ano anterior a esta
pesquisa (2014) que registrou 11.222 partos com NV nos trés estabelecimentos, com a
seguinte distribuigdo:

- Maternidade Dona Evangelina Rosa em Teresina com 9.770 partos de gravidez Unica, 184
de gravidez dupla, 4 de gravidez tripla e 178 sem informacdo sobre o tipo de gravidez,
totalizando 10.136 partos;

- Hospital regional Deolindo Couto de Oeiras com 779 partos de gravidez Unica, 5 de
gravidez dupla e 6 sem informacéo sobre o tipo de gravidez, totalizando 790 partos;

- Hospital regional senador Dirceu Mendes Arcoverde de Urucui com 294 partos de gravidez
Unica e 2 partos de gravidez dupla 296 puérperas com partos.

Com relagdo ao tamanho da amostra, na auséncia de estudos locais sobre
contaminacdo de leite materno por agrotoxico e supondo-se uma amostra aleatdria simples,
adotou-se a formula (ARANGO, 2009):

Z*p-q
EZ

n =

onde: Z (1,96) € o valor critico associado ao nivel de confianca adotado de 95%; p
corresponde a propor¢do de ocorréncia para valores amostrais desconhecidos (50%), q é a
proporc¢éo de ndo ocorréncia (1-p) e E corresponde ao erro maximo amostral (0,05), obteve-se
uma amostra (n) de 384 puérperas. A amostra foi estratificada proporcionalmente ao nimero
de puérperas com partos nos trés estabelecimentos de salde, resultando na seguinte
distribuicdo: Maternidade Dona Evangelina Rosa com 347 puérperas; hospital regional
Deolindo Couto de Oeiras com 27 puérperas, e hospital regional Dirceu Arcoverde de Urugui
com 10 puérperas.

Das amostras estimadas, foram pesquisadas 164 em Teresina (47,4%), 27 em Oeiras
(100%) e 13 em Urugui (118,2%). A meta deste ultimo municipio foi extrapolada para atender
forte adesdo e apelo dos ACS colaboradores em assegurar puérperas de suas areas na

pesquisa.
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Foi considerado como critério de inclusdo, puérperas em fase de amamentacao e
residentes em qualquer municipio do Piaui que realizaram parto em um dos trés
estabelecimentos de satde definidos neste estudo, e como critério de exclusdo puérperas que
embora tenham realizado partos em um dos trés estabelecimentos de satde residiam em outro

estado da federacao.

4.4 INSTRUMENTOS E PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS

4.4.1 Instrumentos de coleta de dados

Foram utilizadas trés fontes de dados primarios: a primeira fonte foi constituida por
dados constantes nos questionarios aplicados puérpera participante apéndice C; a segunda
fonte contendo dados relacionados a crianca apéndice D, e a terceira fonte foram os resultados
dos exames laboratoriais das amostras de leite materno. Cada instrumento recebeu numeragao
sequencial, agregada por estabelecimento do parto da participante, obedecendo a seguinte
sequéncia:
1/de 1 a 164 para as puérperas vinculadas a MDER;
2/de 1 a 27 para as puérperas vinculadas ao HRDC, e

3/de 1 a 13 para as puérperas vinculadas ao HRDA.

4.4.2 Recipiente de acondicionamento das amostras de leite materno

O recipiente usado para armazenar as amostras de leite foi tubo de falcon, com tampa
roscavel, capacidade 15 mL. Cada amostra coletada foi identificada com a mesma numeracao
constante nos formularios de coleta dos dados, assegurando-se a fiel identificacdo numérica
entre as informacdes obtidas nos formularios de coleta dos dados com a amostra do leite

doado por cada puérpera.

4.4.3 Procedimentos de coleta, acondicionamento e transporte das amostras

Todas as puérperas internadas no ato das visitas foram convidadas, observando-se os
critérios de inclusdo e exclusdo. Aquelas que aceitaram participar da pesquisa assinaram 0

termo de consentimento livre e esclarecido ou termo de assentimento, seguido do
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preenchimento dos formularios relacionados @ mée e a crianca. Em seguida foi entregue um
copo descartavel para facilitar a extracao do leite que ia sendo imediatamente em recipiente e
temperatura apropriados.

Durante a realizagdo dos trabalhos desta etapa nos trés estabelecimentos, deparou-se
com a falta de producdo de leite pela maioria das puérperas, decorrente do recente nascimento
da crianga. Tal situacdo necessitou mudanca de estratégia e a extensdo complementar do
trabalho para o domicilio das puérperas que ja tinham recebido alta a partir do inicio da
pesquisa. Para isto, obteve-se 0s enderecos das puérperas nos trés estabelecimentos da
pesquisa, agregou-se por bairro e buscou-se apoio das equipes de saude da familia (ESF).

Algumas puérperas que concordaram participar da pesquisa apresentaram dificuldade
de extracdo do leite. Aquelas que se encontravam na MDER foram orientadas por
nutricionistas do banco de leite da instituicdo, e aquelas que se encontravam nos domicilios
foram auxiliadas pelas Agentes Comunitarios de Salde (ACS) que orientavam sobre
massageamento das mamas. Ao final de cada dia as amostras coletadas foram armazenados no
freezer do banco de leite da MDER a temperatura interna de -22,9° C, tanto as amostras ali
coletadas, como as coletas complementares realizadas nos domicilios das puérperas de
Teresina.

As sextas-feira todo material coletado durante a semana era transportado para o
LAGO.

Nos demais estabelecimentos, por serem distantes do LAGO, o acondicionamento

das amostras foi feito em cilindro de nitrogénio com temperatura interna de -196° C.

4.5 OPERACIONALIZACAO DO ESTUDO

Como etapa anterior a coleta de dados, foi realizado o pré-teste para avaliar a
compreensibilidade dos formularios, ndo sendo constatado dificuldade de compreensdo ou
preenchimento, prosseguindo-se com a pesquisa de campo com a coleta, processamento e
analise dos dados sociodemograficos extraidos dos apéndices C e D, simultaneo ao
desenvolvimento do método de analise laboratorial das amostras de leite materno das

participantes da pesquisa.
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4.5.1 — Desenvolvimento do Método de Analise Laboratorial

Para desenvolver o método de deteccdo do glifosato nas amostras de leite materno,
utilizou-se da estrutura de equipamentos existentes no LAGO e adquiriu-se os padrdes
Glifosato, acido aminometilfosfénico (AMPA) e cloroformato de 9-fluorenilmetila (FMOC)

para os procedimentos experimentais a seguir descritos:
4.5.1.1 Materiais, Equipamentos, Reagentes, Amostras e Procedimentos
4.5.1.1.1 Material, Reagentes e amostras

Para o desenvolvimento da etapa analitica de identificacdo e quantificacdo de
agrotoxico e seu derivado foram utilizados os padrdes grau HPLC Glifosato (97%); acido
aminometilfosfonico (AMPA, NH,CH,P(O)(OH), — 99%) e Cloroformato de 9-
fluorenilmetila (Cloridrato de FMOC - C15H1;CIO,, 99%), solventes metanol e acetonitrila
grau HPLC que foram adquiridos na empresa Sigma-Aldrich®. Para o preparo das solugdes
tampdo utilizou-se fosfato de sédio monobasico e dibasico anidros (ambos da Dinamica®,
Brasil), 4cido bérico e cloreto de potassio, ambos P.A (Synth®, Brasil), e 4gua ultrapurificada
tipo 1. Para o preparo das amostras analisadas por cromatografia liquida foram utilizados
cartuchos de fase reversa de 3 mL com 500 mg octadecil (Cis, Chromabond® - Macherey-
Nagel. Para a etapa de clean up e extracdo em fase sélida), vials N9 11,6 x 32 mm com 1,5
mL com tampas screw septos PTFE/silicone (Uniglas®), seringas luer lock de 10 mL, filtros
para seringa com membrana de nylon 0,2 um e 13 mm de didmetro (filtracdo das amostras e
padrdes analisados por cromatografia liquida) e 0,45 pm com 25 mm de didmetro (filtragao
das solucdes tamp&o) ambos da Phenomenex®, Metanol P.A (Vetec®) Diclorometano P.A
(Dindmica®, Brasil).

As amostras de anélise por HPLC foram secas em baldo de fundo redondo 125 mL
com junta esmerilhada 24/40 (Per-Lab®) e as solucBes padrdo de analise foram utilizados
baldes volumétricos de vidro borosilicato classe A com rolha de polipropileno, volumes de 25
e 5 mL (Diogolab®).
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4.5.1.1.2 Equipamentos

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia foi utilizado equipamento HPLC da Shimadzu
Proeminence® com detector de arranjo de fotodiodo (utilizando lamapda de deutério),
desgaseificador DGU-20A3 e duas bombas LC-20AD Shimadzu, injetor automatico
Shimadzu Sil-10 com loop de 20 uL e colunas Cig Zorbax® SB-CN 5um 100A 150 x
46mm da Agilent® e Kinetex® 5um EVO C18 100A 250 x 4,6mm, 5,0 ym da
Phenomenex®.

Pipeta automatica Finnpipette F1°, volume de 100 — 1000 uL da Thermo Scientific®.
Evaporador rotativo 801 com banho de aquecimento modelo 550, bomba de vacuo tipo
Diafragma modelo 826T todos fabricados pela Fisatom e sistema de resfriamento
ultratermostético modelo LS541 da Logen®.

Agitador tipo Vortex LSM564/4, Logen® com agitagdo de até 2800rpm.

Centrifuga refrigerada SL — 701 SOLAB® 15 minutos de centrifugacdo a 5000 rpm com
temperatura com set point de 15° C.

Cuba Ultrasénica de 50-60 Hz com capacidade para 2,5 L e Frequéncia ultrasonica de 45
kHz

Agitador magnético com aquecimento modelo 752A - Fisatom®

Sistema de producdo 4gua ultra pura - Master System MS 2000 da Gehaka®.

PHmetro digital de bancada PHS-3E com eletrodo universal para faixa de 0 — 14 pH —
pHtek®.

Balanca digital analitica da ATX224 da Shimadzu®, medida maxima de 220 g, leitura de
0,1 mg, desvio padrao > 0,1 mg, linearidade + 0,2 mg.

Agitador magnético modelo 752A da Fisatom®

4.5.1.1.3 Procedimentos Experimentais / Obtencao das solucdes tampdes / Tampao borato pH

9,0 100mM

O tampéo borato (pH 9,0) foi preparado na concentragédo de 125 mM, ajustado com

KOH 6 M quando necessario. O pH da solucdo final foi determinado com o pH digital
(BRASIL, 2010a).

Para o preparo da solucdo tampdo de fosfato, dissolveu-se 17,0 g de fosfato de

potéssio dibasico e adicionou-se 0,19 mg fosfato de potassio monobésico em &gua
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ultrapurificada suficiente para 1000 mL em baldo volumétrico e o pH de solucdo final foi
determinado com o pH do digital e ajustou-se o pH com hidréxido de potassio 10 M, quando
necessario (BRASIL, 2010a).

4.5.1.1.4 Preparo do glifosato, &cido aminometilfosfénico (AMPA) e cloroformato de 9-
flurenilmetila (FMOC).

O glifosato (97%); o acido aminometilfosfonico (AMPA, NH,;CH,P(O)(OH), —
99%) e o agente derivatizante cloroformato de 9-fluorenilmetila (Cloridrato de FMOC -
C1sH11CIO,, 99%) foram dissolvidos em acetonitrila grau HPLC sendo obtidas solucgdes
padrées de 500 mg L™. Para as analises em HPLC as solucdes foram diluidas para a

concentracdo de 1mg L.

4.5.1.1.5 Reacéo de Derivatizacdo utilizando solucdes padrdes de glifosato e cloroformato
de 9-fluorenilmetila (FMOC).44

O método de derivatizacdo do glifosato foi baseado e adaptado dos estudos de Olivio
et all. (2015), Catrinck (2014) e Schrubbers (2016). A derivatizacdo do glifosato e AMPA
padrdo 500 mg L) iniciou com uma aliquota de 1,0 mL desta substancia em um tubo de
ensaio misturado com 500 pL de tampao borato (pH 9,0) e 300 pL de agua Milli-Q, para 5,0
mL de FMOC-CI. Apds agitacdo em vortex por 5 minutos a 2000 rpm, o complexo glifosato-
FMOC foi extraido com 5 mL (x 3) de diclorometano (DCM) e centrifugados a 5000 rpm por
15 minutos a temperatura de 20 °C. A fase Aquosa do complexo foi separada da fracéo
diclorometénica através de funil de separacdo e seca com auxilio de evaporador rotativo. A
Fracdo aquosa do complexo foi ressuspensa em solugcdo com tampédo fosfato e com
concentracdo final de 1 mg.mL™. Foi encaminhada para anélise por CLAE para verificar a
eficiéncia da reacdo de derivatizacio (KHROLENKO & WIECZOREK, 2005;
NEDELKHOSKA & LOW, 2004).

4.5.1.1.6 Extracdo em Fase Solida
ApoOs a avaliacdo inicial por cromatografia liquida do produto da reacdo de

derivatizacdo, a fragdo aquosa do glifosato derivatizado, o complexo Glifosato-FMOC foi

submetido a etapa de clean up. Foram utilizados cartuchos de fase reversa de 3 mL com 500



32

mg octadecil (C13 Chromabond® Macherey-Nagel). O cartucho foi ativado com 12 mL de
Metanol (MeOH), seguidos de 12 mL de tampdao fosfato, sendo finalmente eluidos 12 mL de
Tampao: MeOH. Apds ativacdo 30 mg da amostra foram diluidos em 500 pL, aplicados no
cartucho e posteriormente eluidos com outros 12 mL do eluente (Tampéo fosfato: MeOH -
9:1). O eluato foi filtrado em seringa no tamanho de 13 mm de comprimento com membrana
filtrante de teflon e gramatura de 0,45 um. O material filtrado foi seco em evaporador rotativo
e ressuspendido posteriormente em tampao fosfato e acetonitrila grau HPLC (9:1) obtendo-se

uma soluc#o de anélise de 1 mg.mL™.

4.5.1.1.7 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de radiacdo

ultravioleta com arranjo de fotodiodos.

Os padrdes glifosato e FMOC, bem como o produto final da reagdo de derivatizacéo,
complexo glifosato-FMOC, foram todos analisados por CLAE acoplada a detector de
Ultravioléta (UV) com arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD). As amostras dos padres foram
solubilizadas com acetonitrila grau CLAE, filtradas em filtro 0,22um, obtendo-se uma
solucdo padrdo de 1 mg. mL-' para analise em Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia da
Shimadzu Proeminence®, sendo injetados 10 uL da solugdo de andlise em uma coluna Cig
Zorbax SB-CN 5um 100A 150 x 4,6mm. O metodo de analise inicial foi o gradiente
exploratorio com o seguinte sistema de solventes: A) tampao fosfato pH 10 a 100 mM e B)
Acetonitrila eluidos em gradiente linear: 5% B mantido por 2 minutos, 100% B em 60
minutos, mantida a 100% B até completar 78 minutos de analise, com deteccdo em 263 nm.
Apos as analises iniciais o método foi otimizado apds diversas injecbes das amostras e
padrdes, sendo o0 método isocratico a 10% do solvente B e por 20 minutos 0 método escolhido
para analise do complexo glifosato-FMOC apds etapa de clean up, e para a construcdo da
curva de calibracdo que foi utilizada para a identificacdo e quantificacdo de glifosato nas
amostras de leite materno. Para a analise do AMPA o método escolhido também foi 0 método
isocratico mas a 20% do solvente B e por 20 minutos e a coluna utilizada foi Kinetex 5um
EVO Cy5 100A 250 x 4,6mm e tamanho de particula de 5,0 um.
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4.5.1.1.8 Construcdo da curva de calibragéo

Apos a otimizacdo do método de andlise das amostras, o produto da derivatizacdo do
glifosato foi utilizado para a construgdo da curva de calibragdo com padrdo externo para a
quantificacdo do glifosato em leite materno.

Para a construcdo da curva de calibragéo, o produto da reacdo glifosato e FMOC foi
submetido a etapa de clean up em tampdo fosfato/acetonitrila na proporcédo de 9:1. Apos a
eluicdo a amostra foi seca em evaporador rotativo, ressuspensa com o solvente de eluicdo e
filtrada em seringa de 10 mL com filtro de 15 mm com membrana de nylon com gramatura de
0,22 pm, perfazendo uma solugdo estoque A de 10 mg.L™*. Uma segunda aliquota de 2,5 mL
da solucdo estoque A foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi
completado com tampao fosfato a fim de obter a solucdo estoque B com a concentracdo de 1
mg.L™". Com auxilio de pipeta automatica monocanal Finnpipette F1, volume de 100 — 1000
uL, para obtencdo das solugdes de 90, 75, 60, 45, 30 e 10 mg.L™ em triplicata com detecgéo
dos picos cromatograficos em 263 nm.

A curva de calibracdo foi obtida por regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados entre as concentracfes das solugdes de analise e a area dos picos cromatograficos

obtidos em cada analise.
4.6 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE DOS DADOS

Os dados sociodemograficos das participantes e das criangas e os resultados das
analises laboratoriais de leite materno foram digitados em planilha no Microsoft Excel versao

2010. Os resultados encontram-se apresentados em tabelas, a luz do referencial do estudo.
4.7 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Este estudo foi submetido previamente ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos da Universidade Federal do Piaui, nos termos da Resolucdo n° 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012a), tendo sido aprovado em 22.12.2015,
conforme Parecer n° 1.380.146.

As participantes foram esclarecidas sobre todos os aspectos e fases da pesquisa,
principalmente sobre o objetivo, riscos e beneficios. Elas foram informadas e convidadas a

participar de forma esclarecida, voluntaria e gratuita e aquelas que aceitaram foi solicitada a
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assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para puérperas maiores
de 18 anos — Apéndice A, ou Termo de Assentimento que foi assinado por parente ou
responsavel por puérpera menor de idade ou reconhecida como incapaz — Apéndice B.

As participantes ou responséaveis assinaram os correspondentes termos em duas vias.
Foram informadas sobre a natureza da pesquisa, sobre aspectos relacionados a destinagédo de
cada amostra do leite doado que foi o laboratorio geoquimica organica da UFPI e sobre os
resultados das analises usadas exclusivamente no objeto da pesquisa. Foi enfatizado que a
participacdo ndo era obrigatdria, sendo que poderiam desistir a qualquer momento, bastando
apenas retirar seu consentimento, que em caso de sua recusa ndo implicaria em nenhum
prejuizo na sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicéo.

Pela participacdo no estudo nenhum valor monetario foi recebido pelas participantes,
mas tiveram a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa nao
seriam de suas responsabilidades.

Ao concordar em participar do estudo, o0 nome e identidade da participante foram
mantidos em sigilo. A menos que requerido por lei ou por solicitacdo da envolvida, somente o
pesquisador e a equipe do estudo, Comité de Etica independente e inspetores de agéncias
regulamentadoras do governo (quando necessario) teriam acesso aos dados da pesquisa para
verificar as informacfes do estudo. Foi esclarecido a participante o acesso a quaisquer
esclarecimentos sobre a pesquisa mediante os contatos (endereco, telefone e e-mail) do
Coordenador e responsavel pela pesquisa, que se encontram identificados tanto no TCLE,
como no Termo de Assentimento. Seus dados foram utilizados somente para finalidade
cientifica e 0 anonimato quanto a identidade foi resguardado.

As participantes desta pesquisa foram informadas quanto aos possiveis riscos e
beneficios que poderiam ocorrer durante a realizagcdo da pesquisa. Quanto aos riscos o Unico
desconforto aconteceu com poucas puérperas que por insuficiéncia de leite ou ser primipara,
tiveram dificuldades durante a extracdo do leite. Quando isto aconteceu a mae foi orientada a
fazer massagens nas mamas para facilitar a descida do leite. Na MDER as puérperas que
apresentaram esta dificuldade foram orientadas por nutricionista do banco de leite. Nos
municipios de Oeiras e Urugui as puérperas, além da orientacdo de massageamento das
mamas, contaram também com orientacdo e apoio dos Agentes Comunitarios de Salde
(ACS). Quanto aos beneficios, foram informadas que a realizacdo da pesquisa trara ganhos
importantes para o conhecimento cientifico, para a gestdo e profissionais do sistema de salde,
pela oportunidade de agregar conhecimento cientifico no que se refere a contaminacdo do

leite materno pelo agrotoxico glifosato que possibilitarad a tomada de decisoes.
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Dos trés estabelecimentos de saide onde a coleta de dados foi aplicada, A MDER foi
0 Unico a possuir comité de ética em pesquisa (CEP). Em vista disso, além da autorizacédo
institucional expedida por seu diretor, a documentacéo relativa a esta pesquisa foi submetida
ao CEP do referido estabelecimento que emitiu parecer de aprovagao.

Face ao limitado tempo de aplicacdo da pesquisa de campo, as dificuldades
enfrentadas na extracdo de leite da maioria das puérperas internadas na MDER e ao tamanho
da amostra, a pesquisa foi submetida também ao comité de ética em pesquisa da Fundacéo
Municipal de Saude de Teresina (FMS), que também emitiu documento de aprovacdo atraves
de Memorando CEP/FMS 61/2016 para que a pesquisa de campo fosse descentralizada para
as equipes de saude da familia (ESF) de Teresina de forma complementar para aquelas que
tiveram parto na MDER e ainda se encontravam no periodo puerperal (REZENDE, 2005).
Para isto obteve-se 0s enderecos das puérperas nas declaracdes de nascidos vivos (DNV)
junto a MDER.

Nos demais estabelecimentos de pesquisa, a autorizagdo institucional foi suficiente,

sendo feito apenas contatos prévios a pesquisa de campo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE CROMATOGRAFICA DAS SOLUCOES PADRAO DE GLIFOSATO,
AMPA e FMOC

O glifosato é um agrotoxico derivado da glicina, assim como seu derivado AMPA,
apesar de abolido seu uso em diversos paises, o Brasil ainda o utiliza, sendo uma das
principais fontes de intoxicagdo humana no meio rural (CURWIN et al., 2007). A maioria dos
estudos para a deteccdo de ambas as substancias quimicas em alimentos, dgua e liquidos
corporais humanos por cromatografia liquida (particularmente acoplada ao espectrometro de
massas) (TUSH, LOFTIN, MEYER, 2013; BOTERO-COY et al., 2013) utilizam solucdes
tampdes para evitar estas dissociacdes, evitando assim andlise falso negativa em sua deteccéo.
A estrutura quimica do glifosato é idnica devido ao grupamento fosfato de facil dissociacédo e
por ndo possuir componentes quimicos capazes de absorver radiagdo ultravioleta (cromoforo)
em comprimentos de onda acima de 210 nm sua deteccdo por cromatografia liquida acoplada
a detectores que utilizam a radiacdo ultravioleta é inviavel.

Grupos protetores sdo empregados nas mais diversas reacOes quimicas a fim de
proteger grupos funcionais em diferentes etapas de uma sintese organica como a empregada
na producdo de farmacos. S&o versateis e muito utilizados também a cromatografia para a
derivatizacdo de substancias instaveis e de dificil deteccdo. Agentes como Bsfta (N,O-
Bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida) e Tmsc (cloreto de rimetilsilano) (NGIM, et al., 2011)
sdo amplamente empregados em cromatografia gasosa para tornar moléculas menos polares e
mais volateis, enquanto que grupos derivatizantes como FMOC tornam moléculas organicas
mais estaveis e adicionam o grupo cromoforo a grupos aminos através de reacdo de
substituicdo de hidrogénio do grupo amino por grupamento fluorenilmetil metoxicarbonila
(KHROLENKO; WIECZOREK, 2005).

As solugOes padroes de glifosato e AMPA foram analisadas por CLAE acoplada a
detector de radiacdo ultravioleta com arranjo de fotodiodos, através de gradiente exploratorio
tendo como solvente A, tampdo fosfato 100 mM com pH 10, e o solvente B sendo acetonitrila
nas seguintes proporcgdes: 5% de B por 3 minutos, seguidos de um gradiente linear por 60
minutos até atingir 100 % B, sendo esta propor¢do mantida por 15 minutos, perfazendo um
total de 78 minutos de anélise cromatografica, em comprimento de onda de 263 nm na coluna
Zorbax® SB-CN S5pum 100A 150 x 4,6mm da Agilent, como mostra a Figura 2.
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FIGURA 2 - CROMATOGRAMA OBTIDO DA ANALISE DAS SOLUCOES PADRAO DO GLIFOSATO E
AMPA (1mg.mL™?). METODO EXPLORATORIO, DETECGAO 263 nm.
FONTE: O Autor (2017)

Observou-se nos cromatogramas que tanto o glifosato quanto o AMPA ndo
apresentaram picos cromatograficos, pois 0s mesmos ndo possuem cromoforos na regido

ultravioleta, bem como no comprimento de onda selecionado (263 nm).

Entretanto o FMOC possui grupo funcional aromatico conjugado ao grupo carbonila
absorvendo radiacdo ultravioleta, sendo possivel observar pico cromatografico em 25,6
minutos e espectro de UV caracteristico para moléculas como fluorenilmetil metoxicarbonila

Figura 3.
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FIGURA 3- CROMATOGRAMA OBTIDO DA ANALISE DAS SQLU(;C)ES PADRAO DE FMOC EM
(Img. mL™"). METODO EXPLORATORIO, DETECCAO 263 nm.
FONTE: O Autor (2017)

A reacdo de derivatizagdo do glifosato com FMOC foi realizada com o tampé&o
borato e excesso de FMOC, a fim de garantir o bom andamento reacional e para a obtencéo de

produto derivatizado que foi utilizado para a construgéo da curva de calibracéo.

Como descrito anteriormente na Figura 2, o glifosato e o AMPA ndo possuem
cromaforo, portanto ndo estdo presentes no cromatograma obtido no comprimento de onda de
263 nm. Ao obter reagéo efetiva do produto, conforme Figura 4, 0 cromatograma apresentou
deteccdo em pico cromatografico no comprimento de onda de 263 nm, uma vez que o FMOC
foi incorporado a molécula do glifosato e a diferenciacdo aconteceu entre a molécula de
FMOC (Figura 3), e o complexo glifosato-FMOC se deu pela alteracdo da polaridade e

consequentemente seu tempo de retengdo no cromatograma.
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FIGURA 4 - REACAO QUIMICA ENTRE GLIFOSADO E FMOC, COM FORMACAO DO COMPOLEXO
GLIFOSATO-FMOC COM INDICAGCAO DO CROMOFORO.
FONTE: CATRINCK (2014)

A Figura 5 mostra o cromatograma do produto obtido da fracdo aquosa da reacao de
derivatizagdo, onde o pico cromatografico em 14,1 minutos ndo aconteceu nos cromatogramas
da Figura 2. A Figura 5 mostra ainda a presenca de outro pico cromatografico relevante em 27
minutos, referente ao FMOC que foi utilizado em excesso na reacdo. Com isto ficou

demostrado que a reacdo foi efetiva com a producdo do complexo glifosato-FMOC.
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FIGURA 5- CROMATOGRAMA DO PRODUTO OBTIDO DA FRAGAO AQUOSA DA
REACAO DE DERIVATIZAGAO.
FONTE: O Autor (2017)

Observou-se ainda uma boa separacdo entre dois picos cromatograficos e para a
obtengdo de um complexo com maior grau de pureza, foi realizada uma separacao utilizando
extracdo de fase sélida com cartucho com octadecil (Cyg Chromabond®) retirando assim as
impurezas do complexo que foi utilizado para a construcdo da curva de calibracdo utilizada

para determinar a quantidade de glifosato nas amostras de leite materno.

Para isto as solucdes produzidas a partir das solucdes estoque do produto da reacéo
na faixa de concentracdo de 15 a 90 mg.L™ para a construgdo de curvas analiticas de seis
concentracOes diferentes pelo método dos minimos quadrados. Considera-se que um método é
linear cujos resultados sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito, respeitando a
Lei de Lambert-Beer (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009). A Figura 6 mostra a curva
obtida através das analises em triplicatas das seis concentracdes, enquanto que a Tabela 1
mostra 0s parametros estatisticos obtidos a partir das analises feitas em cromatografo liquido

em triplicata para cada solucdo de analise.
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FIGURA 6 - CURVA DE CALIBRAGAO DO PADRAO FMOC-CI OBTIDO COM CLEAN UP DA
FRACAO AQUOSA DA REAGAO DE DERIVATIZAGAO DO GLIFOSADO ATRAVES DAS
ANALISES EM TRIPLICATAS DAS SEIS CONCENTRACOES.

FONTE: O Autor (2017)

TABELA 1 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS DAS CURVAS ANALITICAS DO COMPLEXO
GLIFOSATO E CLOROFORMATO DE 9 FLUORENILMETILA (GLIFOSATO-FMOC).

Concentragéo Média das

P o)
(ug.mL™ Areas (n=3) DP CV(%0)
15 12893,0 615,15 4,77
30 27225,0 1643,60 6,03
45 40653,3 400,83 0,98
60 55976,3 1803,76 3,22
75 68123,3 2731,74 4,01
90 81727,0 2631,01 3,21

FONTE: O Autor (2017)
LEGENDA: CV — Coeficiente de Variacdo; DP — Desvio Padréo.

Considera-se  um método linear, aquele que gera resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia analisada, a linearidade deve ser avaliada com no
minimo cinco concentracBes diferentes e o critério minimo aceitdvel do coeficiente de
correlacdo (r) deve ser igual a 0,99 (BRASIL, 2003). A Tabela 2 mostra os dados obtidos na
regressdo linear que demostrou o coeficiente de correlacéo (r) igual a 0,9993 demostrando que
0 método é linear (BRASIL, 2003).
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TABELA 2 DADOS DA LINEARIDADE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE) ACOPLADA A DETECTOR COM ARRANJO DE FOTODIODO.

PARAMETROS Glifosato-FMOC

Equacao da regresséo linear263
y=0,00027x-0,00131
Mnm) da curva analitica

Inclinacéo (a) 918,48
Intercepto (b) -453,13
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9993

FONTE: O Autor (2017)

Durante o0 desenvolvimento do metodo de quantificagho do acido
aminometilfosfonico (AMPA) e andlise das amostras derivatizadas, os métodos desenvolvidos
mostraram-se bastante prejudiciais tanto as colunas cromatogréficas utilizadas, quanto ao
equipamento, fatos ndo constados na fase de deteccdo e construcdo da curva de calibracdo do
glifosato. O desgaste se deu principalmente na fase estacionaria das colunas por causa do alto
valor de pH da fase movel (pH > 10 = 0,1) e pela caracteristica da amostra, uma matriz
complexa com diversos tipos de substancias, particularmente aminoacidos e proteinas. Santos
Neto (2009) relata que solugOes tampdo podem gerar problemas de corroséo, abraséo,
cristalizacdo e até mesmo o crescimento de microorganismos em sistemas de cromatografia
liqguida. A coluna que vinha sendo utilizada ndo apresentou mais reprodutibilidade
cromatogréfica e por isso foi necessaria a troca da mesma por outra existente na UFPI do tipo
Kinetex Sum EVO CI18 100A 250 x 4,6mm, onde foi feito toda andlise de leite materno
derivatizado. Tal substituicdo impossibilitou a quantificacdo das amostras do estudo, face a
construcdo da curva de calibracéo ter sido feita na primeira coluna do tipo Cyg Zorbax SB-CN
Sum 100A 150 x 4,6mm.

O tampdo referendado tanto pela Farmacopeia Brasileira, quanto por Olivio et al
(2015) precipitou em diversos momentos durante as analises das amostras e como o tampdao
preparado necessitava de ajustes com hidroxido de potassio 6 M e esse ajuste ndo foi
uniforme, ocorreram alteragdes significativas dos tempos de retencdo das substancias de
interesse (glifosato-FMOC e AMPA-FMOC), tornando os métodos empregados néo
reprodutiveis durante a analise das amostras, mesmo na nova coluna, o que inviabilizou a
quantificacdo destas substancias, mas nao a sua deteccéo.

Antes dos problemas técnicos, tanto as solucGes padrdes de glifosato-FMOC, como
AMPA-FMOC foram analisados, observando-se que a coluna Cys (ambos a 1 mg.mL™) e seus
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cromatogramas apresentaram boa resolucao de analise, o que possibilitou identificar ambos o0s
padrdes que apresentaram tempos de retencdo diferente ao mostrado na Figura 5 (p. 39). A
Figura 7 mostra o cromatograma do produto obtido da fracdo aquosa da reacdo de
derivatizacdo, onde o pico cromatografico em 4,8 minutos no método isocratico a 10% de B
foi determinado como sendo do glifosato-FMOC (Figura 7A) e o pico cromatografico em 6,5
minutos (Figura 7B) foi determinado como sendo do AMPA-FMOC pelo mesmo método a
20% de B, ambos na coluna Cyg Kinetex 5um EVO C18 100A 250 x 4,6mm. A Figura 7

demostra os dois cromatogramas obtidos das analises do glifosato-FMOC e AMPA-FMOC.
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FIGURA 7 - CROMATOGRAMAS DO GLIFOSATO-FMOC (A) E AMPA-FMOC (B) DA FRAGAO
AQUOSA DA REACAO DE DERIVATIZAGAO.
FONTE: O Autor (2017)
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A Tabela 3 indica quais amostras derivatizadas foram analisadas para deteccéo de
Glifosato-FMOC e AMPA-FMOC.
TABELA 3 AMOSTRAS DE LEITE MATERNO DERIVATIZADAS E ANALISADAS PARA DETECGAO

DE GLIFOSATO-FMOC E AMPA-FMOC RELATIVAS AOS ESTABELECIMENTOS DE
SAUDE DE OEIRAS E URUCUI, PIAULI.

Estabelecimento HRDC Estabelecimento HRDA
Amostras Glifosato-FMOC AMPA-FMOC Glifosato-FMOC AMPA-FMOC
LM-01 + + + Na
LM-02 Nd + Nd Nd
LM-03 Na Na + +
LM-04 Na Na + +
LM-05 Na Na + +
LM-06 Na Na + +
LM-07 Nd Nd Nd +
LM-08 Na + Na +
LM-09 Na Na Na +
LM-10 Nd Nd + +
LM-11 Na Na Na +
LM-13 Na Na Nd Na
LM-14 + Nd Na Na
LM-16 + + Na Na
LM-17 Nd Nd Na Na
LM-19 Nd Nd Na Na
LM-21 Nd Na Na Na
LM-22 Nd Nd Na Na
LM-23 Nd Nd Na Na
LM-25 Nd + Na Na

FONTE: O Autor (2017)
LEGENDA: (LM) Leite Materno; (+) Presente; (Na) N&o analisado; (Nd) Né&o detectado.

Para 0 andamento das analises em condi¢des adversas, verificou-se que o nimero de
puéerperas que trabalharam ou manejaram objetos com presenca de agrotdxicos era maior na
cidade de Urucui e menor na cidade de Oeiras. Com um numero reduzido de amostras vindas
destes dois locais de coleta, optou-se por estas para ser priorizadas e selecionadas
aleatoriamente tanto para o processo de derivatizagdo, quanto para a anélise por CLAE-DAD.

Foram realizadas 25(62,5%) analises das 40 amostras coletadas nos dois municipios,
tendo sido detectado 16 amostras (64%) contaminadas por glifosato, por AMPA ou pelas duas
substancias. Das 13 (48,1%) amostras analisadas referentes as puérperas do municipio de
Oeiras, foi detectado contaminagdo por uma ou pelas duas substancias em 6 (46,1%)
amostras. Das 12 (92,3%) amostras analisadas do municipio de Urucui, 10 (83,4%)
apresentaram contaminacdo por uma ou pelas duas substancias. Todas as amostras foram

analisadas em triplicatas, conforme cromatogramas demonstrados nas Figuras 8 e 9 relativas
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as analises dos dois municipios, sendo que a Figura 8 apresenta 0s cromatogramas das
analises das amostras onde foi detectada a presenca de glifosato-FMOC nas duas cidades,
enguanto que a Figura 9 apresenta os cromatogramas das amostras onde foi detectado o
AMPA-FMOC também nas duas cidades.

Das 27 amostras coletadas no municipio de Oeiras 11 foram analisadas tanto para
deteccdo de glifosato, como do AMPA, 1 foi analisada apenas para glifosato e 1 analisada
apenas para deteccdo do AMPA, houve perda de 7 amostras e outras 7 ndo foram analisadas.

No municipio de Urugui houve apenas uma perda e das 13 amostras coletadas, 7
foram analisadas tanto para deteccdo de glifosato, como do AMPA, 2 foram analisadas apenas

para detecgéo de glifosato e 3 foram analisadas apenas para deteccdo do AMPA.
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FIGURA 8 - CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS DE LEITE MATERNO COLETADAS NOS
HOSPITAIS DEOLINDO COUTO (OEIRAS-PI) E DIRCEU ARCOVERDE  (URUGUI-PI)
DERIVATIZADAS COM FMOC E A INDICACAO DO PICO
CROMATOGRAFICO REFERENTE AO GLIFOSATO.

FONTE: O Autor (2017)
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FIGURA 9 - CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS DE LEITE MATERNO COLETADAS NOS
HOSPITAIS DEOLINDO COUTO (OEIRAS-PI) E DIRCEU ARCOVERDE (URUCUI-PI)
DERIVATIZADAS COM FMOC E A INDICACAO DO PICO CROMATOGRAFICO
REFERENTE AO AMPA.

FONTE: Autor (2017)

Devido a forma aleatoria de selecdo das amostras destes dois municipios, ndo foi
possivel realizar analise das amostras de leite materno de puérperas que tiveram alguma forma
de contato com agrotdxico, mas ficou constatada a presenca tanto de glifosato-FMOC, como
de AMPA-FMOC.
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No hospital Regional Deolindo Couto (Oeiras) apenas 6 das 13 amostras analisadas
apresentaram contaminacao pelo agrotoxico glifosato ou seu derivado o AMPA, sendo que a
amostra LM-01 apresentou contaminacdo das duas substancias. J& as amostras advindas do
Hospital Regional Dirceu Arcoverde (Urucgui) apresentaram 10 amostras contaminadas por
uma ou pelas duas substéncias em estudo.

O caréater parcial dos achados assemelha-se a estudos no Brasil (PALMA,
2011) e outros paises (BEDI et al, 2013; BERGKVIST et al., 2012; CROES et al., 2012;
FUJII et al., 2012; MANNETJE et al., 2013; ROJAS-AQUELLA, et al., 2013; SONG et. al.,
2013) apenas no que se refere a detecgdo da contaminacdo do leite materno por agrotoxicos,
impossibilitando comparativos quanto a limites minimos e maximo de quantificacdo das
substancias analisadas.

O AMPA por ser um derivado primario da degradacdo ou metabolismo do glifosato,
sua presenca em leite materno demostra a degradacdo do glifosato pelo metabolismo de
plantas onde foi aplicado, particularmente na preservagéo do plantio da soja, podendo ainda
demonstrar a degradacdo microbioldgica do glifosato em &gua contaminada resultante de
atividades econdmicas desenvolvidas nas regides de grandes areas plantadas (PIAUI, 2013)
como a cidade como Urucui onde a area plantada de soja respondeu no ano de 2016 por
64,2% de toda area plantada do grupo de lavoura temporéria (BRASIL, 2017a). O contrério
se esperava com as amostras provenientes de Oeiras por ndo ser area de cultivo agricola
(PIAUI, 2013), o que evidencia que a contaminacdo se deu em outras atividades ou fontes
contaminantes (ABRASCO, 2015; LONDRES, 2011). Mesmo assim nos dois municipios se
constatou importante percentual de amostras contaminadas pelo glifosato ou AMPA,
coerentes com as atividades agricolas nelas adotados.

Quanto ao municipio de Teresina, das 164 amostras coletadas 91(55,5%) referem-se
a puerperas residentes em Teresina e 73 amostras provenientes de puérperas residentes
73(44,5%) municipios do Piaui, alguns destes situados em regido de importante atividade
econdmica de cultivo de soja e outros produtos agricolas, ndo sendo analisadas por pane
operacional durante a fase de andlise.

A presenca do glifosato no leite materno indica que deve ocorrer uma contaminagédo
direta por este agrotdxico ou que as quantidades utilizadas na atividade agricola da regido
pode ser tdo elevada que o excesso ndo foi degradado pelo metabolismo das plantas ou
microbioldgico (SCHUETTE, J., 1998), sugerindo novos estudos para quantificar o teor de
glifosato e AMPA em alimentos produzidos, bem com nos mananciais e locais de

fornecimento de 4gua potavel a populacéo.
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De forma andloga, a constatacdo da contaminagdo do leite materno pelo agrotoxico
glifosato e seu principal metabdlico AMPA em puérperas de municipios do Piaui consolida a
ameaca que o crescimento econdmico do bindémio atividade agricola versus consumo de
agrotoxicos representa para a salde da mulher e da crianga, sugerindo ser incorporado ao
planejamento e prioridades do sistema de satude como problema de salde publica universal,
tanto pelos achados neste estudo em municipios de alta e baixa atividade agricola do Piaui,
como estudo realizado no Brasil (PALMA, 2011) e em outros paises (BEDI et al, 2013;
BERGKVIST et al., 2012; CROES et al., 2012; FUJII et al., 2012; MANNETJE et al., 2013;
ROJAS-AQUELLA, et al., 2013; SONG et. al., 2013).

Os resultados demonstraram importante prevaléncia da contaminagcdo do leite
materno de puérperas de municipios do Piaui pelo agrotoxico glifosato, sua relevancia
enquanto fator de risco a saude da mulher e da crianca, podendo servir de subsidio para a

tomada de decisdo e intervencdo pelo poder publico do sistema de salde.

5.2 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS DAS PARTICIPANTES E FILHOS

Os trabalhos de campo resultaram na adesdo espontanea de 204 puérperas, sendo 164
vinculadas a MDER, 27 ao HRDC 13 vinculadas ao HRDA. Estas forneceram informacdes
sociodemograficas tanto de si, com de seus respectivos filhos.

As informagbes sociodemogréficas foram constituidas de 12 caracteristicas
previamente estabelecidas no Apéndice C para puérpera (Idade, Cor da Pele, Escolaridade,
Estado Civil, Renda Individual, Renda Familiar, Regido onde Mora, Regido onde Trabalha,
Contato com Agrotoxicos, Adoeceu por Intoxicacdo, N° de Gestacbes e N° de Aborto), e 4
caracteristicas constante no Apéndice D para crianca (Sexo, Peso ao Nascer, Semanas de
Gestacdo e Situacdo de Saude ao Nascer). A demonstracdo destes resultados encontra-se na

Tabela 4 com frequéncias absolutas e relativas estratificadas por estabelecimento pesquisado.



TABELA 4 FREQUENCIA ABSOLUTA E RELATIVA DOS DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E ECONOMICOS DE
PUERPERAS PARTICIPANTES DO ESTUDO NOS MUNICIPIOS DE TERESINA, OEIRAS E URUGUI, PIAUI, 2017

Caracteristicas / Estabelecimentos

(Municipios)
Idade (em anos)
14a19
20a44
Cor da Pele Informada

Branca
Parda
Preta
Amarela
Indigena

Escolaridade
N&o Alfabetizada

Ensino Fundamental Incompleto
Ensino Fundamental Completo
Ensino Médio Completo
Ensino Superior Completo
P6s-Graduada
Estado Civil

Solteira
Casada
Unido Estavel
Separada / Divorsiada
Vilva

Renda Individual
Sem Renda
0<SM< =1
1<SM< =2
SM>2

Renda Familiar
SemRenda
0<SM< =1
1<SM< =2
SM>2
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MDER(Teresina) HRDC(Oeiras) HRDA(Uruguf) Total
N=164 % N =27 % N=13 % N=204 %
36 22 7 25,9 3 231 46 225
128 78 20 74,1 10 76,9 158 775
20 12,2 1 37 0 0 21 10,3
114 69,5 24 88,9 12 92,3 150 735
22 13,4 2 74 1 1,7 25 123
43 0 0 0 0 7 34
0,6 0 0 0 0 1 005
1 0,6 0 0 0 0 1 005
42 25,6 8 29,6 2 154 52 255
54 329 3 111 2 154 59 289
58 354 14 51,9 9 69,2 81 39,7
49 0 0 0 0 39
0,6 74 0 0 15
39 23,8 8 29,6 4 30,8 51 25
34 20,7 10 37,1 2 154 46 225
88 53,7 9 333 7 53,8 104 51
1,2 0 0 0 0 2 1
0,6 0 0 0 0 1 05
71 43,3 11 40,7 4 30,8 86 4272
85 51,8 14 51,9 9 69,2 108 529
43 2 72 0 46,1 9 44
0,6 0 0 0 0 1 05
17 104 0 0 0 0 17 83
69 42,1 15 55,6 4 30,8 88 431
56 34,1 8 29,6 2 154 66 324
22 13,4 4 14,8 7 53,8 33 16,2

Continua na proxima pagina




Caracteristicas / Estabelecimentos
(Municipios)

Regido onde Mora
Zona Urbana
Zona Rural
Maior Parte na Zona Urbana
Maior Parte na Zona Rural
Regido onde Trabalha
Zona Urbana
Zona Rural
Maior Parte na Zona Urbana
Maior Parte na Zona Rural
Contato com Agrotéxico

Trabalha manejando agrotéxico glifosato

Trabalha manejando outros agrotéxicos
Maneja objetos usados no trabalho com
agrot6xicos

Nao maneja agrotoxicos, mas vive préximo
a estes produtos

De vezemquando se aproxima de local
comagrotoxico

Néo temcontato com agrot6xico
Desconhece o que é agrotoxico
Adoeceu por Intoxicagao
Sim
Néo
Desconhece o que é agrotoxico
NUmero de Gestagdes
1
2
3
4
5+
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Continuacéo da Tabela 4

MDER (Teresina) HRDC (Oeiras) HRDA (Urugui) Total
N =164 % N =27 % N=13 % N=204 %
122 744 23 85,2 10 76,9 155 76,0
41 25 0 0 15,4 43 21,0
0,6 3 111 7.7 5 25
0 1 37 0 1 05
122 744 22 815 10 76,9 154 75,5
40 244 37 15,4 43 21,1
0,6 14,8 77 6 29
0,6 0 0 1 05
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 37 0 0 1 0,5
2 12 1 37 4 30,8 7 34
6 37 0 0 3 230 9 44
9 55 0 0 0 9 44
147 89,6 25 92,6 46,2 178 87,3
0 0 0 0 0 0 0
8 49 1 37 1 7.7 10 49
156 95,1 26 96,3 12 92,3 194 95,1
0 0 0 0 0 0 0 0,0
62 378 8 29,6 5 384 75 36,8
35 21,3 15 55,6 3 231 53 26
45 275 2 74 2 154 49 24
9 55 1 37 1 7.7 11 54
13 79 1 37 2 15,4 16 78

Continua na pagina seguinte
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Continuacédo da Tabela 4

Caracteristicas / Estabelecimentos MDER (Teresina) HRDC (Oeiras) HRDA (Urucui) Total

(Municipios) N=164 % N =27 % N=13 %  N=204 %

NUmero de Aborto
0 122 74,7 23 85,2 10 76,9 155 76
1 32 19,5 3 111 1 1,7 36 17,6
2 8 49 0 0 1 1,7 9 44
3 2 1,2 0 0 0 0 2 1
4 0 0 0 0 1 77 1 05
5+ 0 0 1 3,7 0 0 1 0,5

Sexo da Crianga*
Masculino 106 63,1 11 40,7 8 57,1 125 59,8
Feminino 62 36,9 16 59,3 6 429 84 40,2
Peso ao Nascer

Inferior a 25009 (BPN) 44 26,2 0 1 14,3 35 16,7
2500+ (Normal) 124 738 27 100 13 85,7 162 71,5

Semanas de Gestéo
Até 36 53 32,3 1 3,7 0 0 54 26,5
37+ 111 67,7 26 96,3 13 100 150 735

Situagdo de Salide ao Nascer

Nasceu com malformacéo 0 0 0 0 0 0 0 0
Nasceu com problemas respiratdrios 10 59 0 0 3 214 13 6,2
Nasceu Saudavel 104 61,9 27 100 11 78,6 142 67,9
Prematuridade 51 30,4 0 0 0 0 51 244
Arritmia 1 0,6 0 0 0 0 1 0,5
Billirrubina 1 0,6 0 0 0 0 1 0,5
Infeccdo urinaria 1 0,6 0 0 0 0 1 0,5

FONTE: Pesquisa de Campo (2017)

LEGENDA: SM=salario minimo 2017 R$ 937,00; *1 gémeo Masc e 3 gémeo Fem.na MDER e 1 gémeo sexdiferente no HRDA;
BPN = Baixo Peso ao Nascer, N=209

A caracteristica idade revelou que a proporcdo de puérperas na faixa etaria
adolescente foi de 22,5%, superando a propor¢do nacional e da regido nordeste que € de 18,8
e 21,8%, respectivamente (BRASIL, 2017b).

No aspecto cor da pele, as puérperas pardas foram maioria nos trés estabelecimentos
pesquisados, seguidas das pretas, brancas, amarelas e indigenas. Estes achados inverteram a
posicdo entre pretas e brancas em relacdo ao resultado do censo IBGE 2010 do Piaui
(BRASIL, 2017c).

O nivel de instrucdo revelou que praticamente todas as puérperas detém algum nivel
de estudo, evidenciando importante reducdo nas taxas de analfabetismo do Brasil, da Regido
Nordeste e do Piaui, (BRASIL, 2015¢)
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Na caracteristica estado civil, as puérperas solteiras e as com vida conjugal em
regime de unido estdvel apresentaram propor¢fes nos trés estabelecimentos superiores a
nacional que é de 19 e 22%, respectivamente. As casadas foram superiores a propor¢ao
nacional de 35,1% apenas no HRDC (BRASIL, 2016a).

No que se refere a renda individual, evidenciou-se a condi¢do de extrema pobreza em
importante parcela das puérperas, ao revelar que 43,3% na MDER, 40,7% no HRDC e 30,8%
no HRDA ndo possuiam renda no ato da pesquisa, mais da metade sobrevivem com menos de
um salario minimo. Ao analisar a renda no grupo familiar, observou-se que na MDER as
puérperas sem renda continuaram com importante representacdo ao responder pelo terceiro
lugar, com discreto deslocamento nos trés estabelecimentos para a faixa seguinte de renda
familiar até um salario minimo. Tal situacdo econdmica se apresenta abaixo da renda
constatada atraves da Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (PNAD) no ano de 2015
(BRASIL, 2016a).

Os resultados da caracteristica Regido onde Mora e Regido onde Trabalha
demonstram a tendéncia crescente de urbanizacéo residencial e laboral das puérperas nos trés
grupos de estabelecimentos pesquisados, superior a proporcdo de 67,1% do Piaui constatada
pela PNAD 2015 (BRASIL, 2016a).

Ao serem indagadas se ja tinham tido contato com Agrotdxico, apenas 0 grupo de
Urugui com 30,8% das participantes relatou manejar objetos usados no trabalho com tais
substancias, seguido das que ndo manejavam, mas viviam proximas a estes produtos com
23%, e as demais puérperas relataram ndo ter contato com agrotoxicos. Praticamente todas as
puérperas dos municipios de Teresina e Oeiras relataram ndo ter contato com agrot6xicos.

Ao analisar a variavel Adoeceu por Intoxicacao, apenas no municipio de Urugui houve
confirmacdo por 7,7% das puérperas, enquanto que nos demais municipios esta confirmacéo
ficou inferior a 5%.

Nas duas varidveis anteriores € possivel haver viés de informagdo por parte das
participantes, podendo ser tanto por desinformagao sobre sinais e sintomas de intoxicacdo por
agrotoxicos, como pela possibilidade de intoxicacdo assintomatica.

Sobre 0 nimero de gestacdes, as primiparas foram maioria em Teresina e Urucui, e
em Oeiras houve maioria para as puérperas com duas gestacOes. Gestacdes primiparas foram
as mais presentes em recente estudo sobre contaminacdo de leite materno por agrotéxicos
(PALMA, 2011).
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No que se refere ao numero de aborto, 25,3% das puérperas de Teresina relataram
ter tido entre 1 e 4, seguido das puérperas de Urucui com 23,1%. Estes achados encontram-se
acima dos encontrados por Palma (2011). O percentual de aborto em Oeiras foi 11,1%,
considerado coerente com a regido de menor consumo de agrotoxico (PIAUI, 2013).

Das informagdes relacionadas a crianca, a caracteristica sexo revelou maioria para o
género masculino nos grupos de puérperas dos municipios de Teresina e Urugui, coerentes
com parametros esperados para a razdo de sexo ao nascer (BRASIL, 2016a), diferente do
municipio de Oeiras, onde o sexo feminino foi maioria.

Os resultados da caracteristica Peso ao Nascer demonstraram importante proporcao
de criancas com baixo peso nos grupos de Teresina (26,2%) e Urucui (14,3%). O baixo peso
ao nascer é definido pela OMS (apud (PEDRAZA, 2014) como todo nascimento vivo com
peso ao nascer inferior a 2.500g, sendo fatores determinantes a prematuridade geralmente
atrelada a fatores maternos e retardo de crescimento intrauterino associado a fatores
socioecondmicos desfavoraveis. As proporgfes constatadas em Teresina e Urugui sdo
caracteristicas de paises subdesenvolvidos e bem acima de prevaléncia nacional.

Para a caracteristica Semana de Gestacdo, apenas o grupo de puérperas da MDER
apresentou proporcdo de criancas com idade gestacional prematura o triplo da referéncia
nacional (BRASIL, 2017b).

A Ultima caracteristica estudada foi a Situacdo de Salude da crianga ao Nascer. Nesta,
0 grupo de criancas de puérperas vinculadas ao estabelecimento MDER revelou que 37,4%
nasceram com algum problema de salde, seguidos por 15,4% das criancas de puérperas do
estabelecimento HRDA. Todas as criancas de puérperas do estabelecimento HRDC nasceram

saudaveis.
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6 CONCLUSAO

O perfil sociodemogréafico das puérperas participantes deste estudo demonstra maior
parte do tempo de vida e trabalho em area urbana, baixa renda individual e familiar, baixa
escolaridade, sem contato, nem adoecimento por intoxicacdo de agrotdxico. Estas duas
Gltimas caracteristicas sinalizam pouco conhecimento das puérperas com os efeitos de
interacbes humanas com agrotoxico, ndo podendo ser confirmado neste estudo face aos
problemas técnico-operacionais apresentados na fase de analise das amostras de leite materno

O método de derivatizacdo gradiente isocratico mostrou-se eficiente na fase de
construcdo experimental por apresentar coeficiente de linearidade superior ao corte
preconizado, sendo 0 método escolhido para a deteccao do agrotédxico glifosato e seu derivado
acido aminometilfosfénico (AMPA) nas amostras de leite materno, tendo ficado limitado a
deteccdo das duas substancias pela necessidade de substituicdo de coluna cromatografica
usada na fase de testes experimentais e construgdo da curva de calibragédo por outra de
configuracao diferente.

A deteccdo do glifosato e do AMPA em algumas amostras de leite materno evidencia
tanto a degradacao do glifosato pelo metabolismo das plantas onde foi aplicado, como fator de
risco de contaminacdo direta do leite materno pelo glifosato, principalmente em municipio
como Urugui que possui grandes reas de plantio de soja, ou por aplicagdo em quantidade
excessiva desse agrotoxico, sugerindo a continuidade de estudos que expresse a quantificacdo
da contaminacéo, j& que sua presenca se encontra confirmada neste estudo.

Conclui-se que contaminagdo do leite materno pelo agrotoxico glifosato comprova
sua gravidade e importancia enquanto fator de risco a saude da mulher e da crianca,

merecendo ser incorporada na agenda de prioridade das politicas do sistema de salde.
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7 PERSPECTIVAS

Espera-se continuar o aprimoramento do método adotado neste estudo quanto aos
aspectos de reprodutibilidade e quantificacdo de agrotoxicos em amostras de leite materno.
Tal continuidade requer provimento de aporte financeiro para suportar o 6nus requerido para
se desenvolver pesquisa deste porte, quer em reposi¢cdo ou incremento de equipamentos e
insumos de laboratorio, quer para custear a pesquisa de campo.

O método construido que analisou as amostras de leite materno é um produto do
conhecimento que fica a disposi¢cdo do sistema de salde, pesquisadores, estudantes e demais
interessados. Espera-se a gestdo do sistema de salde incorpore este método nos laboratérios
especializados, passe a monitorar a contaminacdo do leite materno por agrotéxicos e adote

providéncias para mitigar os efeitos maléficos que estes possam causar a satde humana.
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APENDICES

APENDICE A TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Em razédo de estd amamentando, vocé esta sendo convidada a participar, de forma espontanea
e na condicdo de participante, de uma pesquisa ora em andamento pelos pesquisadores que ao final
também assinam este termo.

Esta pesquisa tem como objetivo, estudar possivel presenca de agrotoxico em leite materno
de puérperas residentes no Piaui.

Em caso de seu aceite em participar, € necessario que vocé permita colher 10 mL de leite
diretamente de sua mama. O material colhido ser4 encaminhado em recipiente e condi¢des adequadas
para ser examinado em laboratorio.

Além do Material, necessitamos também de informacdes a seu respeito para subsidiar a
pesquisa, cujo formulario sera preenchido no momento da coleta do leite.

Tanto o resultado do leite examinado, como seus dados pessoais serdo preservados com
absoluto sigilo, sendo os mesmos utilizados estritamente para atender os objetivos desta pesquisa.

Sua participacdo sera de suma importancia para conhecer se 0s agrotéxicos em uso se fazem
presentes no leite materno e em qual dimensdo, a fim de que sirva de referéncia para o avanco da
ciéncia, e o Unico desconforto que vocé poderd sentir serd no momento da coleta do leite. Se isto
acontecer vocé sera orientada a fazer massagem em toda mama para facilitar a descida do leite.

Como sua participagdo é espontanea ndo haverd retribuicdo material de qualquer espécie,
como também vocé poderé desistir de participar a qualquer momento.

Em caso de davidas ou necessidade de informagBes complementares vocé pode manter
contato com a pesquisadora através do telefone: 86-3215-5872, e-mail menesesoliveira@gmail.com,
com o0 pesquisador assistente Indcio Pereira Lima, fone 86-99937-4454, e-mail
inacioplima@hotmail.com. Pode ainda contatar o Comité de Etica em Pesquisa, situado na
Universidade Federal do Piaui / Campus Universitario Ministro Petrénio Portella — Prd-Reitoria de
Pesquisa, Bairro Ininga, CEP-64049-550, fone/fax 86-3215-2332, e-mail cep.ufpi@ufpi.edu.br.

Considerando as informacgfes contidas neste Termo, complementadas com informagdes
verbais por ocasido do contato presencial, considero-me devidamente esclarecida e assino este Termo
em duas vias consentindo minha condicdo de PARTICIPANTE desta pesquisa, sendo uma via minha e

a outra para a pesquisadora.

Local e Data

Assinatura da PARTICIPANTE Assinatura dos PESQUISADORES


mailto:menesesoliveira@gmail.com
mailto:inacioplima@hotmail.com
mailto:cep.ufpi@ufpi.edu.br
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APENDICE B TERMO DE ASSENTIMENTO

Em razéo de estd amamentando, vocé esta sendo convidada a participar, de forma espontanea
e na condicdo de participante, de uma pesquisa ora em andamento pelos pesquisadores que ao final
também assina este termo.

Esta pesquisa tem como objetivo, estudar possivel presenca de agrotoxico em leite materno
de puérperas residentes no Piaui.

Em caso de seu aceite em participar, € necessario que vocé permita colher 10 mL de leite
diretamente de sua mama. O material colhido sera encaminhado em recipiente e condi¢Ges adequadas
para ser examinado em laboratorio.

Além do Material, necessitamos também de informagdes a seu respeito para subsidiar a
pesquisa, cujo formulario sera preenchido no momento da coleta do leite.

Tanto o resultado do leite examinado, como seus dados pessoais serdo preservados com
absoluto sigilo, sendo 0s mesmos utilizados estritamente para atender os objetivos desta pesquisa.

Sua participacdo sera de suma importancia para conhecer se 0s agrotéxicos em uso se fazem
presentes no leite materno e em qual dimensdo, a fim de que sirva de referéncia para o avango da
ciéncia, e 0 Unico desconforto que vocé podera sentir serd no momento da coleta do leite. Se isto
acontecer vocé sera orientada a fazer massagem em toda mama para facilitar a descida do leite.

Como sua participacdo é espontanea ndo haverd retribuicdo material de qualquer espécie,
como também vocé podera desistir de participar a qualquer momento.

Em caso de davidas ou necessidade de informacGes complementares vocé pode manter
contato com a pesquisadora através do telefone: 86-3215-5872, e-mail menesesoliveira@gmail.com,
com o0 pesquisador assistente Indcio Pereira Lima, fone 86-99937-4454, e-mail
inacioplima@hotmail.com. Pode ainda contatar o Comité de Etica em Pesquisa, situado na
Universidade Federal do Piaui / Campus Universitario Ministro Petrdnio Portella — Pr-Reitoria de
Pesquisa, Bairro Ininga, CEP-64049-550, fone/fax 86-3215-2332, e-mail cep.ufpi@ufpi.edu.br.

Considerando as informacdes contidas neste Termo, considero-me devidamente esclarecida.
Por ser menor de idade / considerada incapaz, dou meu assentimento para que meu(minha)

assine este Termo por mim em

duas vias na condigdo de PARTICIPANTE desta pesquisa, sendo uma via minha e a outra para a

pesquisadora.

Local e Data

Assinatura da PARTICIPANTE Assinatura dos PESQUISADORES


mailto:menesesoliveira@gmail.com
mailto:inacioplima@hotmail.com
mailto:cep.ufpi@ufpi.edu.br

APENDICE C DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E ECONOMICOS DA

Estabelecimento de Saude onde realizou o parto: n° (1 MDER; 2 DRDC; 3 DRDA).

Municipio de Residéncia

PARTICIPANTE
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Territério de Desenvolvimento

MAE N°

Data da entrevista: /1201 _;

. Idade: anos

. grau de escolaridade

() Néo alfabetizada

() Ensino fundamental incompleto
() Ensino Fundamental completo
() Ensino Médio completo

() Ensino Superior completo

() Pés-graduacao

. Cor da pele:

( ) Branca
( ) Parda

() Preta

( ) Amarela
( ) Indigena

. Estado civil

( ) Solteira.

( ) Casada

() Unido estavel

() Separada/divorciada
() Viava

. Renda individual:
. Renda familiar:

. Regido de moradia:

() nazona urbana

() nazonarural

() maior parte do ano na zona urbana
() maior parte do ano na zona rural

. Regido de trabalho

() nazona urbana
() nazonarural

Datadaamostra:__ / /201



() maior parte do ano na zona urbana
() maior parte do ano na zona rural

9. Contato com o agrotoxico glifosato

() trabalha manejando agrotéxico glifosato
() trabalha manejando outros agrotoxicos
() maneja objetos usados no trabalho com agrotoxico
() ndo maneja agrotoxico, mas vive proximo a estes produtos
() de vez em quando se aproxima de local com agrotoxico
() ndo tem contato com agrotéxico
() Desconhece o que € agrotoxico
10. Adoeceu por intoxicacao
( )Sim
() Nao

() Desconhece o que é agrotdxico
11. Ndmero de gestacdes:

12. NUmero de aborto:
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APENDICE D DADOS DA CRIANCA

Sexo da crianca

() masculino
() feminino

Peso ao nascer:

Semanas de gestacao:

Problema de salide ao nascer

) nasceu com malformacao

) nasceu com problemas respiratérios
) nasceu saudavel

) Outro. Especificar

AN NN N
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